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Anacardium humile, popularmente conhecida como cajuzinho-do-cerrado, é 
utilizada na medicina tradicional para o tratamento de diversas inflamações. Extratos e 
frações de suas folhas apresentam compostos fenólicos e significativa atividade anti-úlcera. 
Nesse trabalho, avaliou-se possíveis mecanismos antioxidantes na gastroproteção conferida 
pela fração acetato de etila das folhas de A. humile (AHFAc). 
AHFAc é rica em compostos fenólicos, há mais de 30% de fenólicos solúveis nessa 
fração, segundo resultados do ensaio de Folin-Ciocalteu. AHFAc apresenta atividade 
redutora em ensaio de redução de 1,1-difenil-1-picril-hidrazila (DPPH), o que representa 
ação sequestradora de radicais livres em potencial.  Foram registrados o perfil 
cromatográfico de AHFAc, em cromatografia líquida de alta eficiência e o espectro de 
massas com ionização por electrospray, que indicam a presença de ácido gálico e/ou 
derivados, quercetina, kaempferol e amentoflavona (um biflavonóide). 
A atividade farmacológica de AHFAc foi analisada em modelos de indução de 
úlcera gástrica por isquemia e reperfusão e por etanol absoluto. Ratos Unib: WH foram 
tratados com o veículo Tween 80
®
 12% (10 ml.kg
-1
) ou AHFAc (25, 50 e 100 mg.kg
-1
) e 
submetidos à isquemia (30 minutos) e reperfusão (60 minutos) do estômago ou à 
administração de 1 ml de etanol absoluto. Um grupo SHAM foi formado por animais não 
tratados, expostos aos procedimentos experimentais, mas sem efetiva indução de úlcera. 
Após a realização dos modelos de indução de úlcera gástrica, o estômago dos animais foi 
removido, a área de lesão ulcerativa determinada, uma porção do estômago foi fixada para 
análises histológicas (colorações hematoxilina-eosina e ácido periódico de Schiff) e 
imunohistoquímicas (reação para mieloperoxidase e superóxido dismutase) e o restante da 
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porção glandular do estômago foi raspado e homogeneizado para ensaios bioquímicos. 
Foram dosados os níveis de grupamentos sulfidrila (G-SH), fragmentação de DNA, 
atividade das enzimas mieloperoxidase (MPO), glutationa peroxidase (GPx), glutationa 
redutase (GR) e superóxido dismutase (SOD). 
 O pré-tratamento com AHFAc (50 mg.kg
-1
) apresenta efeito gastroprotetor nos dois 
modelos experimentais de úlcera gástrica analisados, com manutenção da integridade da 
mucosa e tendência de aumento dos níveis de muco. AHFAc evitou o aumento da atividade 
de MPO na mucosa gástrica de ratos submetidos aos dois modelos experimentais 
investigados, o que indica menor infiltração de neutrófilos no estômago dos animais 
tratados com a fração. Além disso, a administração de AHFAc também foi eficaz em manter 
os níveis normais de G-SH e fragmentação de DNA bem como da atividade da SOD e GPx 
na mucosa gástrica exposta à ação lesiva do etanol absoluto.  
A ação antiulcerogênica de AHFAc deve envolver atividade antioxidante, garantida 
pela sua composição fenólica, aliada a outros mecanismos de ação. Uma vez que não foi 
observada modulação na atividade das enzimas antioxidantes, e por apresentar capacidade 
redutora do DPPH, a atividade antioxidante de AHFAc provavelmente envolve sequestro de 






Anacardium humile, popularly known as “cajuzinho-do-cerrado”, is used in 
traditional medicine for the treatment of various inflammatory diseases. Extracts and 
fractions of leaves of A. humile present phenolic compounds and significant antiulcer 
activity. In this study, we evaluated the possible antioxidant mechanisms in the 
antiulcerogenic activity conferred by the ethyl acetate fraction of leaves of A. humile 
(AHFAc).  
AHFAc is rich in phenolic compounds; there are more than 30% of soluble phenolic 
compounds in this fraction, according to results from the Folin-Ciocalteu assay. AHFAc 
shows antioxidant activity in the 1,1-diphenyl-1-picryl-picrylhydrazyl (DPPH) assay, which 
represents a potential free radical scavenging action. There have been recorded  the 
chromatographic profile AHFAc in high performance liquid chromatography and  the mass 
spectrum by electrospray ionization mass spectrometry, which indicate the presence of 
gallic acid and derivatives, quercetin, kaempferol and amentoflavone (biflavonoid).  
The pharmacological activity of AHFAc was examined in ischemia and reperfusion-
induced and absolute ethanol-induced gastric ulcer models. Unib: WH rats were treated 
with the vehicle Tween 80 12% (10 ml.kg
-1
) or AHFAc (25, 50 and 100 mg.kg
-1
) and 
underwent  ischemia (30 minutes) and reperfusion (60 minutes) of stomach or the 
administration of 1 ml of absolute ethanol. SHAM group was formed by untreated animals 
exposed to experimental procedures, but without effective induction of ulcer. After 
experimental models, the stomach of the animals was removed, the ulcerative lesion area 
(ULA) determined, a portion of the stomach was fixed for histological analysis 
(hematoxylin-eosin staining and periodic acid Schiff staining) and immunohistochemistry 
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analysis (myeloperoxidase and superoxide dismutase), the remaining portion of the 
glandular stomach was scraped and homogenized for biochemical assays. We measured the 
levels of sulfhydryl groups (G-SH), DNA fragmentation, activity of myeloperoxidase 
(MPO), glutathione peroxidase (GPx), glutathione reductase (GR) and superoxide 
dismutase (SOD) enzymes.  
 The pre-treatment with AHFAc (50 mg.kg
-1
) showed gastroprotective effect in both 
experimental models of gastric ulcer, while maintaining the integrity of the mucosa and a 
tendency for increased levels of mucus. The administration of AHFAc was also effective in 
maintaining normal levels of G-SH and fragmentation of DNA, SOD and GPx activities in 
the gastric mucosa exposed to the harmful effect of absolute ethanol. In addition, AHFAc 
prevented the increase of MPO activity in gastric mucosa of rats subjected to the 
experimental models investigated, indicating less infiltration of neutrophils in the stomach 
of animals treated with the fraction.  
The anti-ulcer action of AHFAc must involve antioxidant activity, due to its 
phenolic composition, combined with other mechanisms of action. Since there was no 
modulation in the activity of antioxidant enzymes, and for presenting reduction capacity of 





1.1. Considerações Gerais 
O uso de plantas para o tratamento de enfermidades é uma tradição milenar, baseada 
no conhecimento empírico, acumulado e transmitido ao longo de gerações. O conhecimento 
popular sobre uso terapêutico de plantas se configura como uma das bases para 
investigação e identificação de moléculas com atividade farmacológica e para 
desenvolvimento de medicamentos.  Dessa forma, a diversidade de moléculas sintetizadas 
por vegetais possibilita a descoberta de novos princípios ativos ou modelos para a síntese 
química de moléculas para o tratamento de diversas enfermidades. Entre o rol de doenças 
que são alvo da pesquisa de novas substâncias terapêuticas de origem vegetal está a úlcera 
péptica (Gurib-Fakim, 2006; Guerra & Nodari, 2007). 
1.2. Úlcera Péptica 
A úlcera péptica, que engloba as úlceras gástrica e duodenal, acomete cerca de 10% 
da população mundial. A incidência dessa enfermidade no mundo é estimada em 1500 a 
3000 casos por 100000 habitantes por ano. No Brasil, a incidência de úlcera péptica não é 
precisamente conhecida e os poucos estudos estatísticos indicam incidência de 1 a 20% 
(Berstad & Berstad, 1993; d’Accampora et al., 2008; Castro et al., 2009). Complicações 
decorrentes da úlcera péptica como hemorragia, perfuração e obstrução gástricas são 
estimadas em 15-20%, 5% e 2%, respectivamente. A perfuração é uma complicação que se 
mantém constante, apesar da redução da incidência de úlcera (Zittel et al., 2000; Butte et 
al.,2007; d’Accampora et al., 2008). 
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A úlcera péptica foi por muito tempo uma importante causa de mortalidade e 
morbidade (Chan & Leung, 2002). A úlcera péptica consiste em lesões profundas, no 
estômago ou duodeno, que se estendem através da mucosa e penetram a camada muscular 
(Leong & Chan, 2004 apud Leong, 2009). Essas lesões podem surgir quando ocorre 
sobreposição de agentes agressores frente a uma mucosa íntegra ou quando os mecanismos 
de defesa da mucosa tornam-se deficientes (Laine et al., 2008). Na mucosa gástrica, o 
desequilíbrio entre fatores agressores e protetores está relacionado a diversos fatores 
exógenos como estresse, uso de drogas antinflamatórias não esteroidais (DAINE), 
tabagismo, consumo de álcool e infecção por Helicobacter pylori (Tarnawski, 2005; Yuan 
et al., 2006).  
A infecção por H. pylori é apontada como um dos principais fatores etiológicos da 
úlcera péptica. Cerca de 90% dos casos de úlcera duodenal e 75% dos casos de úlcera 
gástrica está associado à presença de H. pylori, sendo a erradicação dessa bactéria eficiente 
na redução das taxas de recidiva de úlceras (Napolitano; 2009). A utilização de DAINE é o 
segundo maior fator etiológico da úlcera gástrica. Estima-se que usuários crônicos de 
DAINE tem risco de desenvolver úlcera gástrica 46 vezes maior que a média da população 
e a prevalência de úlcera gástrica nesse grupo é de 9 a 13% (Castro et al., 2009). 
A maior parte dos casos de úlceras pépticas está relacionada à H. pylori e uso de 
DAINE, mas outros fatores podem estar entre os agentes etiológicos como a doença de 
Chron, hipercalcemias, linfomas, mastocitose sistêmica, hiperfunção de células G, infecção 
por Helicobacter heilmannii, citomegalovírus ou herpes do tipo I. Para uma pequena 
parcela de indivíduos com úlcera péptica não se identifica a causa etiológica da doença; são 
os casos de úlceras idiopáticas (Castro et al., 2009). Chow & Sung (2007) relatam que a 
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prevalência de úlceras idiopáticas está aumentando, desde a última década. Na América do 
Norte, 20 a 40% dos casos de úlceras pépticas não estão associados à infecção por H. pylori 
ou ao uso crônico de DAINE.  
Yuan et al. (2006) relatam que recentes avanços no conhecimento e no tratamento 
de úlceras pépticas reduziram a incidência dessa doença; entretanto, existem alguns 
problemas a serem resolvidos: como tratar úlceras quando há falhas na erradiação de H. 
pylori, como prevenir o desenvolvimento e evitar a reincidência de úlceras em usuários de 
DAINE e como tratar úlceras não relacionados à infecção por H. pylori ou ao uso de 
DAINE. 
1.3. Espécies Reativas de Oxigênio e Resposta Inflamatória 
Átomos e moléculas que possuem número ímpar de elétrons (elétrons 
desemparelhados) em sua órbita externa são denominados radicais livres e possuem grande 
instabilidade e reatividade. Em meios biológicos, os principais radicais livres são formados 
a partir do metabolismo do oxigênio molecular (O2), como o ânion superóxido (O2
-
) e o 
radical hidroxila ( OH). A partir de O2 também são geradas outras moléculas não 
radicalares, como o peróxido de hidrogênio (H2O2) e o oxigênio singlet (
1
O2), mas que 
participam da liberação de radicais livres. Assim, ânion superóxido, radical hidroxila, 
peróxido de hidrogênio e oxigênio singlet são denominados, em conjunto, espécies reativas 
do oxigênio (ERO) (Cheeseman, 1993; de Zwart et al., 1999; Naito & Yoshikawa, 2002). 
Por sua alta reatividade, ERO podem oxidar moléculas biológicas (lipídeos, 
proteínas, carboidratos e ácidos nucléicos) causando danos aos tecidos e levando a 
enfermidades. Em condições fisiológicas, os prejuízos relacionados à geração de ERO são 
evitados ou minimizados através de um complexo sistema antioxidante, envolvendo 
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agentes enzimáticos e não enzimáticos. Quando a formação de ERO excede a capacidade 
antioxidante do organismo tem-se o chamado estresse oxidativo, um estado que propicia 
diversas alterações em macromoléculas e danos celulares, relacionado a diversas doenças 
(Naito & Yoshikawa, 2002; Barreiros et al., 2006).   
ERO podem ser formadas na cadeia de transporte de elétrons, que ocorre na 
membrana mitocondrial interna, durante a síntese de ATP. Quatro elétrons, doados por 
NADH + H
+
 ou FADH2 depois de atravessarem a cadeia de transporte, são transferidos pela 
citocromo oxidase ao O2, formando água. A transferência monovalente de elétrons pode 
resultar em redução incompleta do oxigênio e gerar O2
-
 (Naito & Yoshikawa, 2002; 
Barreiros et al., 2006).   
A dismutação de O2
-
 produz H2O2, que não apresenta grande reatividade, mas pode 





 (Blake et al., 1987; Lazar et al., 1989; Naito & Yoshikawa, 
2002; Barreiros et al., 2006).   
Outra fonte de produção de radicais livres em meios biológicos é o processo 
inflamatório onde O2 é reduzido a O2
-
, por meio da enzima NADPH oxidase, presente na 
membrana plasmática de células fagocitárias (Grisham & Hernadez, 1986). O ânion 
superóxido é convertido a peróxido de hidrogênio, que pode originar ácido hipocloroso ou 
hipoclorito, na presença de Cl
-
, em reação catalisada pela mieloperoxidase (Grisham & 
Hernadez, 1986; Fialkow et al., 2007).  
 ERO também podem ser geradas pela enzima xantina oxidase (XO), a qual é 
ativada em condições de baixa relação ATP/ADP e alta concentração de Ca
2+
 intracelular, o 
que ocorre no processo de isquemia e reperfusão. Nesse caso, duas moléculas de ADP são 
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convertidas a ATP e AMP, o qual é degradado e resulta em acúmulo de hipoxantina. A XO 
converte hipoxantina a xantina e utiliza O2
 
como aceptor de elétrons, gerando O2
-
, 
conforme esquema apresentado na figura 1 (McCord, 1985; Parks & Granger, 1988). 
 
Figura 1: Mecanismo proposto para geração de ERO pela XO no processo de isquemia e 
reperfusão. Durante a isquemia, há aumento de Ca
2+
 intracelular, que estimula conversão da 
xantina desidrogenase (XD) em sua forma oxidase (XO) e acúmulo de hipoxantina. Na 
reperfusão, XO forma xantina, com redução de O2 a O2
-
. Adaptado de Silva Jr et al., 2002. 
Além de causar oxidação de moléculas biológicas, ERO são capazes de modular 
vias de sinalização intracelular ou agir como substâncias parácrinas, através da ativação de 
citocinas, angiotensina e fatores de crescimento. ERO também são apontadas como fatores 
reguladores da resposta inflamatória modulando eventos como fagocitose, secreção de 
citocinas, expressão gênica e apoptose, principalmente relacionados à função de neutrófilos 
(Ganguly et al., 2006; Fialkow et al.; 2007). 
 Entre os elementos ativados por ERO está o fator nuclear de transcrição κB 
(NFκB), que regula a expressão de diversos genes importantes para o processo inflamatório 
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(Halliwell & Gutteridge, 2007). NFκB regula a expressão de várias citocinas como 
interleucinas 1, 2, 6 e 8 (IL-1, IL-2, IL-6 e IL-8), a quimiocina proteína inflamatória de 
macrófagos 2 (MIP-2) e das enzimas óxido nítrico sintase induzida (iNOS) e 
ciclooxigenase-2 (COX-2), além de outros mediadores inflamatórios como moléculas de 
adesão (Conner & Grisham, 1996; Fialkow et al., 2007).  
NFκB é ativado em situações de estresse (mecânico, oxidativo, e aqueles produzidos 
por choque e infecções), em resposta a estímulos como citocinas (IL-1, TNFα) ou outras 
substâncias como H2O2, lipopolissacarídeos, níquel e cobalto (Das & Maulik, 2004; 
Fialkow et al., 2007; Halliwell & Gutteridge, 2007). A ativação de NFκB é observada em 
várias doenças, desde gastrite até artrite reumatóide. Lee e colaboradores (2005) 
observaram aumento na ativação de NFκB em modelo experimental de úlcera gástrica 
induzida por etanol absoluto. O estresse oxidativo, associado à resposta inflamatória, com 
ativação de NFκB e liberação de citocinas (IL-1, IL-8, TNFα), é observado em casos de 
gastrite e úlcera gástricas causados por H. pylori (Naito & Yoshikawa, 2002; Halliwell & 
Gutteridge, 2007). 
1.4. Mecanismos Protetores da Mucosa Gástrica 
A integridade da mucosa gástrica envolve diversos fatores como organização do 
epitélio e sua adequada reconstituição, fluxo sanguíneo, camada de muco e secreção de 
bicarbonato (barreira protetora à ação do ácido no lúmen do estômago), sistema 
antioxidante, síntese de prostaglandinas e óxido nítrico (NO) (McCord & Fridovich, 1969; 
Garner et al., 1979; Whittle et al., 1981; Whittle et al., 1990). Os principais fatores de 




Figura 2: Principais mecanismos de defesa da mucosa gástrica são: camada de muco e 
bicarbonato (1), células superficiais (2) e  renovação do epitélio (3), fluxo alcalino (4), 
fluxo sanguíneo (5), fatores neurais (6) e humorais como as prostaglandinas (7). Adaptado 
de Laine et al., 2008. 
A camada de muco, bicarbonato e fosfolipídeos que cobre o epitélio do estômago é 
considerada primeira linha de defesa da mucosa gástrica, com capacidade de lubrificar e 
proteger a mucosa gástrica de forças mecânicas da digestão, além de  favorecer a difusão e 
neutralização do ácido luminal (Garner et al., 1984; Laine et al., 2008). O muco, formado 
por glicoproteínas mucinas (5 %) e água (95 %), é secretado pelas células superficiais do 
epitélio gástrico e sua produção é estimulada por hormônios gastrintestinais (gastrina e 
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secretina), agentes colinérgicos e prostaglandina (Laine et al., 2008); o bicarbonato 
secretado pelas células epiteliais superficiais é retido pelo muco, criando um gradiente de 
pH entre o lúmen e o epitélio gástrico, mantendo pH neutro na superfície das células 
epiteliais, além de impedir o contato da pepsina com o epitélio do estômago devido à 
presença de fosfolipídeos hidrofóbicos (Garner et al., 1984; Laine et al., 2008). A camada 
de muco também protege as células epiteliais de danos provocados por radicais livres; essa 
ação antioxidante do muco está relacionada às suas glicoproteínas que podem seqüestrar 
OH e H2O2 (Cross et al., 1984; Garner et al., 1984; Repetto e Llesuy, 2002).  
As prostaglandinas do estômago, principalmente PGE2, estimulam a produção de 
muco e bicarbonato, reduzem a secreção ácida, regulam o fluxo sanguíneo, estimulam a 
renovação epitelial, além de inibir a expressão de TNF , contribuindo para a integridade da 
mucosa (Brzozowski et al., 2005); são sintetizadas a partir do ácido araquidônico pela ação 
das ciclooxigenases (COX). Existem duas isoformas conhecidas de COX: a COX-1, 
constitutiva, está relacionada à síntese fisiológica de prostaglandina, enquanto a COX-2, 
induzida, aumenta a síntese de prostanóides na inflamação e em várias doenças 
(Chandrasekharan et al., 2002; Gudis & Sakamoto, 2005). 
DAINE inibem, de forma não seletiva, as enzimas COX e, consequentemente, a 
síntese de prostaglandinas (Vonkeman & van de Laar, 2010). O uso frequente de DAINE 
está relacionado ao desenvolvimento de gastrite e úlcera gástrica, fato que evidencia a 
importância das prostaglandinas para a manutenção da integridade da mucosa gástrica.  
As células superficiais do epitélio do estômago são responsáveis pela secreção de 
muco, bicarbonato e fosfolipídeos e formam uma importante barreira contra a difusão do 
ácido e da pepsina, devido à presença de junções oclusivas (tight junctions) (Laine et al., 
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2008). Considerando a importância da superfície epitelial para prevenção de lesões no 
estômago, um balanço adequado entre perda e renovação celular torna-se fundamental para 
manter a integridade da mucosa gástrica. Aumento na degradação ou redução na 
proliferação de células epiteliais está associado a danos na mucosa (Konturek, 1985).  Uma 
alta taxa de renovação celular no estômago é garantida por células progenitoras, que 
proliferam em resposta a fatores de crescimento (Jones et al., 1999; Laine et al., 2008). As 
células progenitoras, localizadas na base das glândulas gástricas, respondem a estímulo do 
fator de crescimento epidermal (EGF) e do fator de crescimento e transformação α (TGFα) 
(Jones et al., 1999). 
A microcirculação é outro fator importante na manutenção da integridade da 
mucosa, sendo a redução do fluxo sanguíneo um agente facilitador do desenvolvimento de 
úlceras (Konturek, 1985; Laine et al., 2008). O contato da mucosa com agentes irritantes 
resulta em aumento do fluxo sanguíneo na mucosa, enquanto condições de redução da 
microcirculação na mucosa, como choque hemorrágico, microtrombos e agentes 
vasoconstrictores, aumentam a formação de lesões no estômago (Konturek, 1985). Menguy 
e colaboradores (1974) relatam que a indução de choque hemorrágico em ratos resulta em 
redução dos níveis de ATP, de forma coincidente ao surgimento de necrose celular e 
erosões. 
O fluxo sanguíneo supre a mucosa gástrica de nutrientes, oxigênio, hormônios e 
fatores responsáveis pela rápida restituição do epitélio, pela secreção de muco e 
bicarbonato, ambas importantes para manutenção da integridade do estômago, além de 
permitir remoção de agentes lesivos e excesso de prótons (Kawano & Tsuji, 2000). Assim, a 
microcirculação gástrica regula a capacidade do estômago reagir a agentes lesivos; a 
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redução do fluxo sanguíneo torna a mucosa gástrica mais suscetível a danos (Abdel-Salam 
et al., 2001). 
O óxido nítrico (NO) possui ação protetora na mucosa gástrica por regular a 
homeostase da microcirculação e atuar na cicatrização, além de ser uma molécula capaz de 
inibir infiltração de neutrófilos, diminuindo a expressão de moléculas de adesão e algumas 
citocinas (Wallace & Ma, 2001; Tatemichi et al., 2003). Entretanto, em altas concentrações, 
NO pode inibir enzimas de reparo do DNA e aquelas dependentes de grupamentos 
sulfidrila, além de formar peroxinitrito (ONOO
-
), após reagir com O2
-
, e contribuir com o 
estresse oxidativo (Cho, 2001). A enzima óxido nítrico sintase (NOS), a partir da L-
arginina, produz NO, um mediador envolvido tanto na inflamação e ocorrência de danos ao 
tecido, quanto na proteção frente à úlcera gástrica e na manutenção de determinadas 
funções fisiológicas (Elliot & Wallace, 1998; Naito et al., 1998). A enzima NOS possui 
diferentes isoformas, que podem ser do tipo constitutivo (endotelial – eNOS e neuronal – 
nNOS) ou induzido (iNOS). A ação citotóxica do NO está principalmente relacionada à 
atividade da iNOS que, ao ser estimulada, produz NO por longos períodos de tempo, em 
grande quantidade, favorecendo a formação de ONOO
-
 (Cho, 2001; Wallace & Ma, 2001).  
O organismo possui agentes antioxidantes como as enzimas superóxido dismutase 
(SOD), catalase (CAT), glutationa peroxidase (GPx) e glutationa redutase (GR). 
Importantes antioxidantes não-enzimáticos são as vitaminas A, E, C e a provitamina A (β-
caroteno), glutationa (GSH), α-tocoferol, transferrina, compostos com grupamento 
sulfidrila (G-SH) e quelantes como EDTA (Szelenyi & Brune, 1988; Konturek et al., 1990; 
Das et al., 1997; Halliwell, 1997). As enzimas SOD, CAT, GPx e GR fazem parte do 
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sistema antioxidante, um mecanismo de defesa do organismo que impede os danos 
causados por ERO (Zabłocka  e Janusz, 2008). 
A enzima SOD catalisa a dismutação do O2
-
 e tem como co-fatores cobre e zinco, 
no caso das isoformas citoplasmática (CuZnSOD) e extracelular (ECSOD), ou manganês, 
no caso da enzima mitocondrial (MnSOD). CAT degrada o H2O2, requerendo ferro como 
co-fator, enquanto a GPx, cujo co-fator é o selênio, facilita a “varredura” de radicais livres, 
associada à oxidação de glutationa (GSH). A glutationa oxidada (GSSG) é reduzida pela 
enzima GR (Conner & Grisham, 1996; Halliwell, 1997; Havsteen, 2002; Imai & 
Nakagawa, 2003; Baker, 2004; Kock et al., 2004; Rukkumani et al., 2004). Um esquema 
das reações catalizadas pelas enzimas do sistema antioxidante é apresentado na Figura 3. 
 
Figura 3: Representação esquemática da ação de enzimas antioxidantes. A enzima SOD 
catalisa a dimutação de O2
-
 em H2O2, o qual é convertido em H2O e O2 pela enzima CAT, 
ou em H2O, pela atividade da GPx, que nessa reação oxida uma molécula de GSH. A 
enzima GR retorna GSSG a sua forma reduzida (GSH). Adaptado de Kwiecien et al., 2002. 
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Quando os eventos oxidativos excedem a capacidade do sistema antioxidante ocorre 
o estado conhecido como “estresse oxidativo”, observado em grande parte dos processos 
patológicos. Com o estresse oxidativo há aumento da peroxidação lipídica e da 
carbonilação de proteínas, redução dos níveis de grupamentos sulfidrila e indução de 
apoptose (Halliwell & Gutteridge, 1990; Das & Banerjee, 1993).  
1.5. Modelos Experimentais de Úlcera Gástrica 
Devido ao caráter multifatorial da úlcera gástrica, existem diversos modelos 
experimentais para indução de lesões na mucosa gástrica, a partir de diferentes agentes, 
como etanol absoluto, ácido acético, estresse, isquemia/reperfusão, ligadura do piloro e 
DAINE. A geração de radicais livres tem sido relatada em modelos de indução por etanol, 
estresse, DAINE e isquemia/reperfusão (Itoh & Guth, 1985; Das & Banerjee, 1993; 
Konturek et al., 2000; Brzozowski et al., 2001). 
Na úlcera gástrica induzida por etanol há a formação de edema no tecido, 
hemorragia sub-epitelial, esfoliação celular, redução de muco aderido ao epitélio, 
infiltração de células inflamatórias, e conseqüente liberação de substâncias vasoativas, 
aumento da permeabilidade da mucosa e geração de ERO (Szabo et al., 1985; Hiraishi et 
al., 1999; Kountouras et al., 2001;  Lee et al., 2006). A liberação de O2
-
 na lesão induzida 
pelo etanol, pode estar relacionada à produção de acetaldeído, formado pela ação da enzima 
álcool desidrogenase sobre o etanol. O acetaldeído serve como substrato para a xantina 
oxidase, a qual produz radicais livres (Steinbeck et al., 1993; Hiraishi et al., 1999; Koch, et 
al., 2004). A administração de inibidores da xantina oxidase, como alupurinol e oxipurinol, 




No modelo de indução de úlcera por isquemia e reperfusão, a liberação de ERO é 
relatada como evento patológico central; a utilização de compostos antioxidantes e 
scavengers de radicais livres têm se mostrado benéfica em animais expostos a este processo 
(Itoh & Guth, 1985; Wadhwa et al., 1987; Yoshikawa et al., 1989; Andrews et al., 1992; 
Sakurai et al., 1994; Brzozowski et al., 1999; Naito et al., 1999; Derin et al., 2004; Derin et 
al., 2006). A isquemia, por si só, é capaz de provocar lesões no tecido gástrico; entretanto, é 
após a reperfusão que ocorrem os principais eventos lesivos. Kitano et al. (2005) 
mostraram que após reoxigenização da mucosa gástrica as lesões são aumentadas em cerca 
de três vezes em relação àquelas ocasionadas pelo período de isquemia.  
Durante a isquemia ocorre aumento no nível de cálcio citosólico, levando a várias 
disfunções celulares como conversão de xantina desidrogenase à xantina oxidase e 
catabolização de ATP à hipoxantina. Com a reperfusão, a hipoxantina é metabolizada pela 






 (Derin et al., 2004). Outra fonte de geração de 
radicais livres no processo de isquemia e reperfusão são os neutrófilos que liberam O2
-
, 
através da enzima NADPH oxidase, além de proteases e colagenases (Andrews et al, 1994; 
Naito et al., 1998, Watanabe et al., 2000; Erkasap et al., 2003; Derin et al., 2004). 
Zhang e colaboradores (2008) observaram aumento da ativação de NF B na mucosa 
gástrica, logo após indução de úlceras por isquemia e reperfusão; essa ativação está 
relacionada, provavelmente, à geração de ERO, evidenciada pelo aumento de peroxidação 
lipídica, e à liberação de citocinas. 
Entre as citocinas capazes de ativar NF B está o TNFα, o qual tem níveis 
aumentados em casos de úlcera gástrica. Produzido por macrófagos, TNFα tem importante 
papel na infiltração de neutrófilos na mucosa gástrica, além de estimular a expressão de 
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iNOS (Hamaguchi et al., 2001; El-Moselhy et al., 2008). Trabalhos apresentam aumento de 
TNFα no soro e na mucosa gástrica de ratos submetidos aos modelos de indução de úlcera 
por etanol, DAINE e isquemia e reperfusão (Kyoi et al., 2004; Singh e et al., 2007; El-
Moselhy et al., 2008; Zhang et al., 2008). 
1.6. Tratamento de Úlcera Gástrica 
Por muito tempo, o tratamento para úlceras gástricas consistiu em procedimento 
cirúrgico, com altas taxas de morbimortalidade. Na década de 1970, surgiu a terapia baseada na 
redução da secreção ácida, com uso de inibidores de receptores histamínicos (H2) como a 
cimetidina.  Com o advento dos inibidores dos receptores H2 houve redução significativa no uso 
de procedimento cirúrgico como terapia de úlceras pépticas (Gustavsson & Nyren, 1989).   Na 
década de 1980, o surgimento de inibidores de bomba protônica (PPI), como o lanzoprazol, 
permitiu aumento dos índices de cicatrização de úlceras gástricas (Sachs, 1997 apud Yuan et al., 
2006).  Também na década de 1980, foi descoberta a associação de H. pylori (denominada, na 
época, Campylobacter pylori) e o surgimento de úlceras gástricas, fato que revolucionou a 
terapêutica dessa enfermidade (Marshall & Warren, 1984; Chan & Leung, 2002).  
Assim, o tratamento de primeira linha em casos de úlcera gástrica consiste, atualmente, 
na administração de inibidores de bomba protônica ou de receptores histaminérgicos, associados 
a antibióticos (Chan & Leung, 2002). Entretanto existem algumas limitações na atual 
terapêutica, como a reincidência de úlceras em usuários de DAINE ou a baixa eficácia em 
úlceras não associadas a H. pylori ou DAINE (Yuan et al., 2006), o que torna necessário 




1.7. Plantas Medicinais 
As plantas são utilizadas na medicina popular, há milhares de anos, para o 
tratamento das mais diversas enfermidades. A fitoterapia é baseada em observações 
empíricas acumuladas e transmitidas ao longo das gerações, o que permite utilizar o 
conhecimento popular sobre o uso terapêutico de plantas como base para extração, estudo, 
isolamento e purificação de compostos com ação farmacológica. Plantas são fontes de 
diversos fármacos utilizados clinicamente: um quarto dos medicamentos é de origem 
vegetal ou contêm substâncias sintetizadas a partir de estruturas encontradas em plantas 
(Gurib-Fakim, 2006). 
O Brasil é um dos países mais ricos do mundo em megadiversidade, o que 
representa um vasto potencial de medicamentos a serem descobertos (Gotlieb, 1991; 
Mittermeier et al., 2005), a partir de produtos naturais (plantas, toxinas, animais e 
microrganismos). A investigação farmacológica de espécies vegetais oferece grandes 
avanços no tratamento de várias patologias, além de ferramentas para o estudo de fisiologia 
e farmacologia (Dohadwalla, 1985). Nas últimas décadas, aumentaram as pesquisas para 
obtenção de novas drogas antiúlceras de fontes naturais (Souza-Brito et al., 1997).  Uma 
das mais novas drogas para o tratamento de úlceras gástricas, a carbenoloxona, é derivada 
do ácido glicirretínico, extraído de Glycyrrhiza glabra ou alcaçuz (Barrowman & Pfeiffer, 
1982 apud Barbastefano, 2007; Asl & Hosseinzadeh, 2008). 
1.8. Compostos Fenólicos 
Compostos fenólicos formam um dos principais grupos de metabólitos secundários 
vegetais e são caracterizados pela presença de ao menos um anel aromático, com uma ou 
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mais hidroxilas ligadas. Entre os compostos fenólicos estão os flavonóides (flavonas, 
flavonóis, antocianinas, chalconas, taninos), cumarinas, ácidos fenólicos, diferenciados pelo 
número e arranjo dos átomos de carbono, conforme é apresentado na tabela 1 (Karakaya, 
2004; Crosier et al., 2009). 
Tabela 1: Esqueleto básico das principais classes de compostos fenólicos sintetizados por 
vegetais. Adaptado de Crosier et al., 2009 
Esqueleto* Classificação Estrutura 




C6-C2 Ácido Fenilacético 
 












* C6 indica a posição do anel aromático. 
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Compostos fenólicos, principalmente flavonóides, apresentam efeitos benéficos 
sobre diversas doenças; além de atividade antioxidante, são relatadas atividades analgésica, 
ansiolítica, antiaterogênica, anticancerígena, antiespamolítica, antimalárica, antimicrobiana, 
antinflamatória, entre outras (Halliwell, 1994; Di Carlo et al. 1999; Borelli & Izzo, 2000; 
Harbone & Williams, 2000). 
Estes compostos apresentam ação protetora em diversos modelos experimentais de 
úlcera gástrica, em geral, atribuída à sua atividade antioxidante (La Casa et al.; 2000; 
Kahraman et al.; 2003; Andreo et al., 2006; Lima et al., 2006; Calvo et al.; 2007; Nwafor 
& Bassey et al., 2007; Rao & Vijayakumar, et al.; 2007; Xu et al., 2007; Vasconcelos et al., 
2008; Mota et al., 2009). Além de “capturarem” radicais livres, compostos fenólicos podem 
inibir atividade de enzimas oxidantes como a xantina oxidase, atuar como quelantes de 
metais de transição, diminuir a peroxidação lipídica, aumentar atividade de enzimas 
antioxidantes, reduzir secreção ácida gástrica, aumentar fluxo sanguíneo, estimular a 
síntese de prostaglandinas e de muco (Robak & Gryglewski, 1988; Yeh & Yen, 2006; Mota 
et al., 2009). 
Além disso, compostos fenólicos podem apresentar efeitos farmacológicos por 
modular respostas celulares, através da interação com moléculas de sinalização celular 
como NF B, de downregulation de moléculas pró-inflamatórias (iNOS e COX-2), ou da 
modulação de genes envolvidos no ciclo celular ou sobrevivência da célula (Soobrattee et 
al., 2005). Lee e colaboradores (2005) relatam que a administração de extrato de chá verde, 
rico em polifenóis, reduz a área de lesão em modelo de indução de úlcera por etanol, 
inibindo a ativação de MAPK, dos fatores de transcrição AP-1, NF B e C/EBP  e 
expressão das enzimas COX-2 e iNOS na mucosa gástrica. 
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1.9. Anacardium humile St. Hil. 
Anacardium humile St. Hil. (Figura 4) é uma espécie subarbustiva do cerrado, 
pertencente à família Anacardiaceae, popularmente conhecida como cajuzinho-do-cerrado, 
cajuí ou cajueiro-do-campo. Possui altura média de 50 cm e forma touceira aberta com 
muitos ramos a partir de um sistema subterrâneo bem desenvolvido. Suas folhas são 
alternas, ovadas com apêndice alargado e não têm tricomas. As flores são delicadas, 
vermelho-rosadas e os frutos (aquênios) são acinzentados em forma de rim com uma 
semente (castanha); já o pedúnculo é bem desenvolvido (pseudofruto), vermelho com polpa 










Figura 4: Anacardium humile St. Hil (Anacardiaceae), conhecida popularmente como 
cajuzinho-do-cerrado. (A) Inflorescências de A. humile, extraído de Lorenzi & Matos 






Os pseudofrutos são doces e comestíveis, utilizados para a produção de doces, 
geléias e compotas ou consumidos in natura. Suas folhas são utilizadas no tratamento de 
inflamações gerais e diarréias; há relatos do uso de outras partes da planta no combate à 
tosse, hiperglicemia, afecções da pele, calosidades, verrugas, sífilis e dor de dente (Lorenzi 
& Matos, 2002; Guarim-Neto & Moraes, 2003).   
Luiz-Ferreira e colaboradores (2008) observaram atividade antiulcerogênica do 
extrato metanólico das folhas de A. humile, em modelos de indução de úlcera por etanol 
absoluto e por DAINE (piroxicam); este trabalho identificou vários compostos fenólicos 
nas folhas de A. humile – ácido gálico, galato de metila, (+)-catequina, quercetina-3-O-β-D-
alopironosídeo, quercetina-3-O-β-D-galactopironosídeo, rutina e amentoflavona. 
Frações aquosa e acetato de etila de folhas de A. humile apresentaram atividade 
gastroprotetora em diferentes modelos de indução de úlcera.  A fração acetato de etila 
apresentou aumento da produção de muco e de PGE2 no estômago de ratos como 
mecanismos de ação na atividade antiulcerogênica.  Análises químicas dessa fração indicam 
presença de compostos fenólicos, mostrados na tabela 2 e figura 5 (Luiz-Ferreira, 2005). 
Tabela 2: Concentração de compostos fenólicos em AHFAc (Luiz-Ferreira, 2005).  
Substâncias ou classes  
Concentração 
Média ± dp (mg.g
-1
) 
Derivados de ácido gálico 
Ácido gálico 103.08 ± 0.64 
Galato de metila 228.04 ± 1.11 
Derivados de ácido gálico desconhecidos 329.59 ± 3.65 
Catequinas 
 (+)-Catequina  21.14 ± 0.45 
Catequinas desconhecidas 4.34 ± 0.08 
Flavonóides 
Amentoflavona 29.33 ± 0.82 
Flavonóides desconhecidos 92.76 ± 0.75 
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(A)        (B)  
 
(C)                                     (D)    
Figura 5: Principais constituintes da fração AHFAc. (A) (+)-catequina, (B) amentoflavona, 
(C) galato de metila, (D) ácido gálico, segundo trabalho de  Luiz-Ferreira, 2005. 
Os principais constituintes da fração acetato de etila das folhas de A. humile, 
revelados em perfil cromatográfico, pertencem a classes de compostos com efeitos 




Foram objetivos deste trabalho: 
 Avaliar a atividade antioxidante in vitro de A. humile (fração AHFAc). 
 Avaliar a atividade antiulcerogênica e antioxidante in vivo no modelo de 
indução de úlcera por isquemia e reperfusão. 
 Avaliar os mecanismos antioxidantes de AHFAc na atividade 
antiulcerogênica – em modelos de indução de úlcera por etanol absoluto e 
isquemia e reperfusão. 
 Avaliar a atividade antiulcerogênica e antioxidante de AHFAc em relação a 







________________________________________________3. MATERIAL E MÉTODOS 
3.1. Material Vegetal 
Partes aéreas de A. humile foram coletadas na Fazenda Palmeira da Serra, município 
de Pratânia, Estado de São Paulo, pelo Prof. Jorge Yoshio Tamashiro do Departamento de 
Biologia Vegetal do Instituto de Biologia – UNICAMP. Uma excicata foi depositada no 
Herbário da UNICAMP (HUEC, nº 1427). 
3.2. Preparação da Fração Acetato de Etila das Folhas de A. humile (AHFAc) 
As folhas de A. humile foram secas em estufa (60ºC) e moídas em moinho de facas. 
Realizou-se extração com 650 g de folhas e 5 L de diclorometano (DCM) e 5 L de metanol 
(MeOH), sucessivamente, em temperatura ambiente, uma semana para cada solvente. Os 
solventes foram evaporados sob pressão reduzida (60 °C), resultando em 6 g de extrato 
diclorometano (EDCM) e 193 g de extrato metanólico (EMeOH). Uma porção do extrato 
metanólico (80 g) foi particionada com 5 L de uma mistura de EtOAc/água (1:1) rendendo 
3,4 g da fração acetato de etila (AHFAc) e 74 g da fração aquosa (AHFAq), conforme 
esquema apresentado no Fluxograma 1. Estes procedimentos foram realizados pela equipe 
do Laboratório de Química de Produtos Naturais do Departamento de Química Orgânica do 




Fluxograma 1: Etapas na preparação da fração acetato de etila de A. humile (AHFAc). 
EDCM – extrato diclorometano, EMeOH – extrato metanólico. AHFAq – fração aquosa. 
3.3. Caracterização Química de AHFAc 
3.3.1. Ensaio com Reagente de Folin-Ciocalteu 
O conteúdo de compostos fenólicos totais solúveis da fração acetato de etila de A. 
humile (AHFAc) foi determinado pelo método colorimétrico Folin-Ciocalteu (Piccinelli et 
al., 2004; Wu et al., 2004). Após solubilização de AHFAc em etanol, foram preparadas 
diluições com concentrações entre 20 e 200 ppm, além de uma curva padrão de ácido 
gálico, com concentrações entre 3,125 e 200 ppm. A absorbância das amostras e amostra-
padrão foi medida em leitor de elisa ( =726 nm) e os resultados foram expressos como mg 
de ácido gálico equivalentes (AGEq) por grama de fração em base seca (mg de AGEq/g). 
Como controle negativo foi utilizado o diluente das amostras e como controle positivo, 
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ácido gálico (200 ppm). Os experimentos foram realizados em triplicata. Estes 
procedimentos foram realizados no Departamento de Biologia Vegetal do Instituto de 
Biologia – UNICAMP, com colaboração do Prof. Dr. Marcos José Salvador. 
3.3.2. Determinação de Perfil Cromatográfico (HPLC) de AHFAc 
O perfil cromatográfico da AHFAc foi obtido usando sistema  HPLC (Shimadzu) 
equipado com um detector UV-DAD e coluna ACE 5 C18 (250 x 4.6 mm, i.d. 5 µm). A fase 
móvel foi formada por acetonitrila (bomba A) e H2O com 1% de ácido acético pH 2,88 
(bomba B), em gradiente [0 a 15min – 15% A; 15 a 22 min – 15 a 20% A;  22 a 25 min – 
20% A; 25 a 30 min – 20 a 40% A; 30 a 35 min – 40% A; 35 – 50 min – 40 a 100% A; 50 a 
55 min - 100 a 15% A; 55 a 60 min – 15% A]. O volume de amostra injetado foi 20 µl, com 
concentração igual a 1 mg/ml e o efluente foi monitorado em 280 nm.  Foram utilizados 
como padrões ácido gálico, catequina, quercetina, rutina e kaempferol. Estes procedimentos 
foram realizados no Departamento de Biologia Vegetal do Instituto de Biologia – 
UNICAMP, com colaboração do Prof. Dr. Marcos José Salvador. 
3.3.3. Determinação do Espectro de Massas (ESI-MS) de AHFAc 
Os espectros de massas foram registrados em espectrômetro Micromass Q-TOF, de 
alta resolução, em modo negativo (30 V). AHFAc (10 µl) foi dissolvida na fase móvel 
(água e metanol (1:1), com 1% de hidróxido de amônio), na relação 1:100 e foi usada uma 
solução de água e metanol (1:1), com 1% de ácido fosfórico para calibração do 
equipamento. As impressões digitais (fingerprint) ou perfil de ESI-MS da fração no modo 
negativo foram adquiridas e acumuladas ao longo de 60s, e os espectros foram escaneados 
na faixa entre m/z 100 e 1000, utilizando um Micromass-Waters Q-TOF mass spectrometer 
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(Waters, Manchester, England). As tensões de capilares e cone foram fixadas para -3000 V 
e -40 V, respectivamente, com uma temperatura de 100°C. O ESI-MS foi feito por injeção 
direta, com fluxo típico de vazão de 10 μl.min-1 utilizando uma micro-seringa acoplada a 
uma bomba (Harvard Apparatus, MA, E.U.A.). Esses procedimentos foram realizados no 
Laboratório Thomson do Instituto de Química – UNICAMP, com colaboração do Prof. Dr. 
Marcos Eberlin. Os constituintes foram identificados por comparação dos pesos 
moleculares com dados da literatura. 
3.4. Avaliação da Atividade Antioxidante in vitro 
O radical DPPH (1,1-difenil-1-picril-hidrazila) é estável de coloração púrpura; 
porém, quando reduzido passa a ter coloração amarela. Através deste ensaio foi avaliada a 
capacidade de AHFAc de reduzir o radical DPPH. Para tanto, 2,6 mg da fração foram 
dissolvidos em 1 ml de etanol, obtendo-se uma solução estoque. Várias diluições foram 
preparadas em etanol, com concentrações finais no ensaio de 3,125 a 200 ppm. Para cada 
amostra (10 μL) foram adicionados 100 μL de etanol, 100 μL de tampão fosfato (100 mM) 
e 50 μL de solução de DPPH (250 μM). Decorridos 30 min a absorbância foi medida em 
leitor de elisa ( =517 nm) e a porcentagem de redução do radical foi calculada pela 
equação: % redução = 100 – [(Abs. Amostra – Abs. controle negativo)/Abs. controle DPPH 
– Abs. controle negativo) x 100]  (Cuendet et al., 1997; Ou et al., 2001; Prior et al., 2003; 
Huang et al., 2005). Como controle negativo foi utilizado o diluente das amostras e como 
controle positivo, o flavonóide quercetina. Todos os experimentos foram realizados em 
triplicata. Estes procedimentos foram realizados no Departamento de Biologia Vegetal do 
Instituto de Biologia – UNICAMP, com colaboração do Prof. Dr. Marcos José Salvador. 
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3.5. Avaliação da Atividade Antiulcerogênica  
3.5.1. Animais  
Foram utilizados ratos machos Unib: WH (150 a 220 g), provenientes do Centro 
Multidisciplinar para Investigação Biológica da UNICAMP (CEMIB – UNICAMP), 
aclimatados às condições do laboratório por pelo menos sete dias antes da manipulação 
experimental, em temperatura (23 ± 2ºC) e ciclos claro-escuro de 12h controlados, 
alimentados com ração nuvital (Nuvilab) e água ad libitum. O protocolo experimental foi 
aprovado pela Comissão de Ética na Experimentação Animal (CEEA-IB-UNICAMP, 
protocolo nº 1279-1). 
3.5.2.  Grupos Experimentais 
Os animais foram divididos aleatoriamente em três grupos experimentais:  
 SHAM: animais expostos aos procedimentos experimentais, sem tratamento e 
sem efetiva indução de úlcera;  
 VEÍCULO: controle negativo, tratado oralmente, por gavagem, com o veículo 
Tween 80
®
 12 % (10 ml.kg
-1
) e exposto à indução de úlcera gástrica;  
 AHFAc: grupo experimental tratado oralmente, por gavagem, com a fração 
acetato de etila das folhas de A. humile, dissolvida em Tween 80
®
 12%, nas doses de 
25, 50 ou 100 mg.kg
-1
, no modelo de indução de úlcera por isquemia e reperfusão, e 
na dose de 50 mg.kg
-1
, no modelo de indução de úlcera por etanol absoluto. 
3.5.3. Indução de Úlcera Gástrica por Isquemia e Reperfusão 
Os animais (n = 8, por grupo) foram mantidos em jejum por 24 horas antes do 
experimento, com livre acesso à água e então tratados com Tween 80
®
 12% ou AHFAc, 
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oralmente por gavagem.  Os animais foram anestesiados com tiopental (50 mg/kg, i.p.) e  
submetidos a procedimento cirúrgico para colocação de um “clamp” na artéria celíaca, 30 
minutos após o tratamento. Depois de meia hora de isquemia, o “clamp” foi retirado e os 
ratos submetidos à uma hora de reperfusão e, então, à eutanásia por deslocamento cervical 
(Ueda et al., 1989). Os procedimentos realizados no modelo de indução de úlcera gástrica 
por isquemia e reperfusão estão esquematizados na figura 6. 
 
Figura 6: Representação esquemática do protocolo experimental do modelo de indução de 
úlcera gástrica por isquemia e reperfusão. 
3.5.4. Indução de Úlcera Gástrica por Etanol Absoluto 
Os animais (n = 6, por grupo) foram mantidos em jejum por 24 horas antes do 
experimento, com livre acesso à água e então tratados com  AHFAc ou Tween 80
®
 12%, 
oralmente por gavagem. Uma hora depois, os animais receberam 1 ml de etanol absoluto, 
oralmente, e sofreram eutanásia por deslocamento cervical uma hora após a administração 
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de etanol. Esse protocolo experimental foi realizado como descrito por Morimoto et al., 
1991. Os procedimentos realizados no modelo de indução de úlcera gástrica etanol absoluto 
estão esquematizados na figura 7. 
 
Figura 7: Representação esquemática do protocolo experimental do modelo de indução de 
úlcera gástrica por etanol absoluto. 
3.5.5. Determinação da Área de Lesão Ulcerativa 
Após a realização dos modelos de indução de úlcera gástrica, os estômagos foram 
removidos, abertos ao longo da maior curvatura, lavados em solução salina (NaCl 0,9%), 
prensados sob duas placas de vidro e fotografados para determinação da área de lesão 





3.5.6. Análises Histológicas 
Foram realizadas análises histológicas para avaliação da organização da mucosa do 
estômago. Após a realização dos experimentos de indução de úlcera gástrica por etanol 
absoluto e isquemia e reperfusão, uma porção (0,5 x 1,0 cm) do estômago foi retirada, 
esticada em placa de isopor e imersa em solução ALFAC (formalina 40%, etanol 80% e 
acido acético) por 24 horas e transferida para um frasco com álcool 80%.  Após 
desidratação, a peça foi incluída em parafina, cortada em micrótomo (6 µm), fixada em 
lâminas histológicas coradas com hematoxilina-eosina (HE) (Behmer et al., 1976) ou ácido 
periódico de Schiff (PAS) (Vacca, 1985). Estes procedimentos foram realizados no 
Departamento de Morfologia do Instituto de Biociências de Botucatu – UNESP, com 
orientação da Profª Drª Cláudia Helena Pellizzon. 
3.6. Análise dos Mecanismos de Ação 
Para análise dos mecanismos de ação de AHFAc na gastroproteção, após realização 
dos modelos de indução de úlcera por etanol absoluto ou por isquemia e reperfusão, o 
estômago foi removido e aberto ao longo da maior curvatura. A porção glandular foi 
raspada exaustivamente com lâminas de vidro e imediatamente congelada a -70 C, até a 
realização dos ensaios. As amostras foram homogeneizadas em 1 ml de tampão fosfato 0,1 
M, pH 7.4, centrifugadas a 12000 rpm, por 15 minutos a 4º C e o sobrenadante aproveitado. 
A concentração de proteínas foi determinada de acordo com método descrito por Bradford 





3.6.1. Determinação da atividade da mieloperoxidase (MPO) 
A atividade da MPO, uma evidência da infiltração de neutrófilos, foi determinada de 
acordo com método descrito por Krawisz e colaboradores (1984), com algumas 
modificações. As amostras do raspado da mucosa gástrica foram centrifugadas a 12000 
rpm, por 15 min, a 4ºC. A uma alíquota do sobrenadante foi adicionada solução de O-
dianisidina (0,167 g/l) e 0,0005 % H2O2 em tampão fosfato 50 mM, pH 6.0, na proporção 
1:30. As absorbâncias foram lidas a 460 nm, por 10 minutos e os resultados expressos em 
U/g de proteína, a partir de uma curva padrão de mieloperoxidase de eritrócito humano. 
3.6.2. Dosagem de grupamentos sulfidrila (G-SH)  
As amostras foram centrifugadas (12000 rpm, a 4 C, por 15 minutos) e o 
sobrenadante diluído (1:10) em tampão fosfato (0,1 M, pH = 7,4). A seguir, fez-se a leitura 
da absorbância de 100 l da amostra, acrescidos de 100 l de solução de Tris-HCl (1,0 
mM, pH = 8,2) e EDTA (0,02 mM), a 412 nm (A1). Após esta leitura adicionou-se 20 l de 
ácido 5,5 ditiobis (2-nitrobenzóico) (DTNB – 0,01 mM), diluído em metanol.  Decorridos 
15 minutos de reação, realizou-se nova leitura (A2), a 412 nm, para determinação de 
grupamentos sulfidrila não protéicos (G-SH). A concentração de G-SH é dada pela 
diferença A1-A2, analisada em comparação a uma curva padrão de glutationa (Faure & 
Lafond, 1995).  
3.6.3. Fragmentação de DNA  
A fragmentação de DNA, um marcador dos níveis de apoptose, foi avaliada na 
mucosa gástrica de ratos expostos à indução de úlcera, segundo método de Tilly & Hsueh 
(1993, com modificações).  O DNA foi extraído a partir de 150 mg do raspado da mucosa 
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gástrica e homogeneizado com Tris HCl (50 mM), EDTA (10 mM) e Triton X-100 (1 %). O 
DNA fragmentado foi extraído com uma mistura seqüencial de fenol, clorofórmio e álcool 
isoamílico (na proporção de 25: 24: 1, por volume), para remoção protéica. O extrato de 
DNA livre de proteína foi mantido em solução de etanol (100 %) contendo 0,1 M de acetato 
de sódio, em temperatura de -20°C, para a precipitação do DNA. Uma vez precipitado, este 
foi submetido à lavagem com solução de etanol a 70 % e re-suspendido em água 
deionizada. Alíquotas de 6 µl de DNA foram submetidas à eletroforese em gel de agarose 
(2 %, contendo 1,0 mg/ml de brometo de etídio). A eletroforese foi realizada sob tensão de 
100 V, durante 15 minutos e o DNA foi visualizado pela emissão de fluorescência ultra 
violeta (UV), capturando a imagem através de equipamento e software GelDoc (Bio-Rad). 
A análise das bandas foi realizada com o auxílio do software AVSoft BioView 4.  
3.6.4. Atividade da Glutationa Peroxidase (GPx) 
O raspado estomacal foi centrifugado a 12000 rpm, a 4 C, por 15 minutos e o 
sobrenadante diluído em tampão fosfato 0,1 M (pH = 7,4) na proporção 1:10. A uma 
alíquota de 100 l da amostra foram adicionados 150 l de solução de glutationa reduzida 
(10 mM), NADPH (4 mM) e glutationa redutase (1U) e 20 l de H2O2 (25 mM), de acordo 
com método de Yoshikawa e colaboradores (1993). A absorbância foi determinada a 340 
nm, por 10 minutos, com intervalos de 1 minuto.  
3.6.5. Atividade da Glutationa Redutase (GR)  
Para determinação da atividade da GR, a reação enzimática foi preparada com 100 
l da amostra (após centrifugação e diluição do sobrenadante em tampão fosfato pH = 7,4, 
na relação 1:10) e 150 l de solução formada por EDTA (0,20 mM), glutationa oxidada (1 
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mM) e NADPH (0,1 mM). A absorbância foi lida a 340 nm, por 10 minutos, em intervalos 
de 1 minuto (Carlberg & Mannervik, 1985). 
3.6.6. Atividade da Superóxido Dismutase (SOD) 
As amostras foram centrifugadas e diluídas em tampão fosfato (0,1 M, pH = 7,4), na 
proporção 1:20. A 100 l do homogenato foram adicionados 150 l da solução de 
hipoxantina (0,1 mM), xantina oxidase (0,07 U) e azul de nitrotetrazólio (NBT - 0,6 mM). 
As absorbâncias foram lidas a 560 nm. Os resultados foram expressos em U/mg de proteína 
(Winterbourn et al., 1975). 
3.6.7. Análises Imunohistoquímicas  
Foram utilizadas duas lâminas representativas de cada grupo de animais submetidos 
à úlcera induzida por isquemia e reperfusão e por etanol absoluto, que foram 
desparafinizadas, re-hidratadas e destinadas a imunohistoquímica com método de revelação 
para peroxidase. O bloqueio de reação inespecífica foi feito com solução de leite desnatado, 
posteriormente à recuperação antigênica com tampão citrato 0,01 M e irradiação por 
microondas, e as amostras foram incubadas com anticorpos específicos (MPO e SOD, 
segundo informações na tabela 3) em solução de bloqueio “overnight”. Posteriormente, 
amostras foram lavadas em tampão fosfato (0,01 mol/L, pH 7.4) e incubadas em anticorpo 
secundário (Kit ABC Vector) e revelado com Avidina-Biotina  associado  com  3-
3’diaminobenzidina  (DAB,  Sigma), e analisadas em microscópio Leica DM acoplado ao 
software de captura de imagens Leica QWin Standard, Reino Unido. Estes procedimentos 
foram realizados no Departamento de Morfologia do Instituto de Biociências de Botucatu – 
UNESP, com orientação da Profª Drª Cláudia Helena Pellizzon. 
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Tabela 3: Anticorpos e diluições específicas para as reações de imunohistoquímica. 




MPO Santa Cruz  1 : 4000  Citrato + MW Shimamura et al., 2006 
SOD Santa Cruz 1 : 250 Citrato + MW Hagg et al., 2004 
Citrato + MW = tampão citrato 0,01M + irradiação com microondas. 
3.7. Análise Estatística 
A avaliação estatística dos resultados obtidos foi realizada empregando-se análise de 
variância (ANOVA) de uma via, com nível crítico igual ou menor a 0,05 para rejeição da 
hipótese de nulidade, com teste a posteriori de Tukey ou Dunnett. As análises estatísticas 







__________________________________________________________4. RESULTADOS  
4.1. Caracterização Química de AHFAc 
A fração acetato de etila das folhas de A. humile (AHFAc) apresenta 338,78 mg 
AGEq/g, de acordo com resultados obtidos através do método de Folin-Ciocalteu, o que 
representa uma composição por fenólicos solúveis de cerca de 34 %. 
O perfil cromatográfico (HPLC-DAD) da fração AHFAc está apresentado na figura 
8. A comparação do tempo de retenção dos constituintes de AHFAc com o de substâncias 
padrão, nas condições cromatográficas utilizadas, sugere a presença de ácido gálico (pico 1 
– 3,6 min) e dos flavonóides quercetina (pico 2 – 34,6) e kaempferol (pico 3 – 36,9 min) na 
fração (Tabela 4). 
 
Figura 8: Cromatograma obtido por HPLC-DAD da fração acetato de etila de das folhas de 
A. humile (AHFAc).  












A figura 9 apresenta o espectro de massas de AHFAc (ESI-MS, em modo negativo). 
Os picos se referem a registros de relação massa/carga (m/z) de moléculas desprotonadas 
([M – H]-).  
Entre as substâncias constituintes de AHFAc, sugere-se amentoflavona (m/z = 537 - 
Sanchez-Rabaneda et al., 2003), um biflavonóide já encontrado em partes aéreas de A. 
humile (Luiz-Ferreira et al., 2008), e ácido gálico, que apresenta m/z = 169 (Lin et al., 
2008).  O pico m/z = 153 pode se referir a aldeído gálico (Amarowicz et al., 2009) ou ácido 
protocatecuico (Liu et al., 2007; Touriño et al., 2008).   
Outro proposto componente de AHFAc é o flavonóide kaempferol, que apresenta 
m/z = 285 (Sanchez-Rabaneda et al., 2003; Touriño et al., 2008), também indicado pelas 
análises em HPLC-DAD. O pico de registro m/z = 373 pode se referir a um derivado de 
galato de metila, e o pico m/z = 401 pode ser um derivado de catequina/epicatequina, como 
apresentado em trabalho de Hvattum (2002). O registro m/z = 447 é relatado para alguns 
flavonóides, como luteolina 6 – c – glucosídeo, luteolina 8 - c – glucosídeo, kaempferol-
hexosídeo, kaempferol 3 – o – glucosídeo, quercetina-3-o-rhamnosídeo (Sanchez-Rabaneda 
et al., 2003; Lin et al., 2008; Touriño et al., 2008; Wojdylo et al., 2008). Na tabela 4 são 
apresentadas as substâncias sugeridas na composição de AHFAc, segundo análises por 













Tabela 4: Constituintes sugeridos para a fração acetato de etila de das folhas de A. humile 









Peso Molecular  
[M] 
1 Ácido gálico 3,6 169 170 
2 Quercetina 34,5 * 302 
3 Kaempferol 36,9 285 286 
4 Aldeído gálico -- 153 154 
5 
Derivado de galato de 
metila 




-- 447 448 
7 Amentoflavona -- 537 538 
-- = amostra padrão não disponível 
* = não observada
38 
 
4.2. Análise da Atividade Antioxidante in vitro 
A atividade antioxidante in vitro de AHFAc foi analisada através de ensaio de 
redução do radical DPPH. A curva de redução de DPPH de AHFAc e do controle, 
quercetina, são apresentadas na figura 10. 






















Figura 10: Curva de redução da fração acetato de etila das folhas de A. humile (AHFAc) 
em ensaio com radical DPPH.  
Os constituintes de AHFAc apresentaram capacidade de redução de DPPH, o que 
indica atividade antioxidante da fração, nesse ensaio. A concentração mínima suficiente 
para redução de 50 % do radical DPPH (EC50) de AHFAc foi igual a 28,171 g/ml, cerca de 







4.3. Análise da Atividade Antiulcerogênica e Antioxidante in vivo 
No modelo de indução de úlcera por isquemia e reperfusão do estômago, a 
























Figura 11: Efeito da administração de AHFAc na área de lesão ulcerativa (ALU) no 
estômago de ratos submetidos ao modelo de indução de úlcera por isquemia e reperfusão. 
(A) Visualização macroscópica das lesões. (B) Área de lesão ulcerativa (ALU). O pré-
tratamento com AHFAc (50  e 100 mg.kg
-1
) reduziu significativamente a ALU. Dados 
expressos em média ± epm. Análise estatística ANOVA, seguida de teste de Tukey. 
SHAM VEÍCULO 
AHFAc 





O pré-tratamento com AHFAc, nas doses 25, 50 e 100 mg.kg
-1
, reduziu a área de 
lesão ulcerativa (ALU) observada no grupo VEÍCULO (83,8 ± 28,5 mm
2
) em 58 % 
(redução não significante), 93 % e 80 %, respectivamente. A atividade gastroprotetora nesse 
modelo pode ser considerada evidência de atividade antioxidante, devido à geração de ERO 
ser fator predominante no desenvolvimento de lesões. Para as análises histológicas e de 
mecanismos de ação, foi utilizada a dose 50 mg.kg
-1
, a menor dose, administrada 
oralmente, com atividade gastroprotetora significativa em modelos de indução de úlcera por 
isquemia e reperfusão e por etanol absoluto.  
Análises morfológicas de estômagos de ratos submetidos ao modelo de indução de 
úlcera por isquemia e reperfusão são observadas nas figuras 12 e 13, em lâminas 
histológicas coradas com hematoxilina-eosina (HE) e ácido periódico de Schiff (PAS), 
respectivamente.  
Esse modelo experimental de úlcera ocasiona alteração celular, principalmente na 
porção apical das glândulas da mucosa gástrica, o que pode ser observado no controle 
negativo VEÍCULO (Figura 12, B e E), em comparação à mucosa íntegra do grupo SHAM 
(Figuras 12, A e D). Nos animais tratados com AHFAc (50 mg.kg
-1
), o epitélio se mostra 
com melhor integridade sem alteração de organização apical das células (Figura 12, C e F). 
Na figura 13B, em que a coloração de PAS evidencia a presença de muco no 
epitélio, no grupo tratado com o veículo tween, observa-se pequena quantidade de muco 
nas glândulas gástricas. No grupo pré-tratado com AHFAc (50 mg.kg
-1
) (Figura 13C), nota-
se que as glândulas apresentam uma quantidade de muco semelhante à observada no grupo 




     
     
Figura 12: Fotomicrografias de estômagos de ratos submetidos ao modelo de indução de úlcera por isquemia e reperfusão. Cortes 
histológicos corados com HE. Em  A e D (grupo SHAM) se observa a organização morfológica da parede gástrica integra. Em B e E 
(grupo VEÍCULO) são observadas áreas de alteração celular na região apical da glândulas gastricas, indicadas por setas. Em C e F 













Figura 13: Fotomicrografias de estômagos de ratos 
submetidos ao modelo de indução de úlcera por 
isquemia e reperfusão. Cortes histológicos corados 
com PAS, marcador de glicoproteínas. (A) SHAM, 
(B) VEÍCULO, (C) AHFAc. A coloração PAS 
evidencia a presença de muco gástrico,  As setas 




A administração de etanol absoluto em ratos causa lesões hemorrágicas no 
estômago, como se observa no grupo VEÍCULO. O efeito do pré-tratamento com AHFAc 
(50 mg.kg
-1































Figura 14: Efeito da administração de AHFAc na área de lesão ulcerativa (ALU) no 
estômago de ratos submetidos ao modelo de indução de úlcera por etanol absoluto. (A) 
Visualização macroscópica das lesões. (B) Área de lesão ulcerativa (ALU). O pré-
tratamento com AHFAc (50 mg.kg
-1
) reduziu a ALU observada no grupo VEÍCULO. Dados 









A administração de AHFAc (50 mg.kg
-1
) apresentou significativa gastroproteção no 
modelo de indução de úlcera por etanol absoluto, com ALU 73 % menor que aquela do 
grupo controle negativo (VEÍCULO). Para o grupo AHFAc, a área média de lesão 
ulcerativa foi 24,0 ± 21,4 mm
2
, enquanto o grupo VEÍCULO apresentou média de ALU 
igual a 87,5 ± 44,2 mm
2
. 
As análises histológicas de estômagos de ratos submetidos à indução de úlcera por 
etanol absoluto são apresentadas nas figuras 15 e 16, em cortes corados com HE e PAS. 
Após esse modelo de indução de úlcera, observam-se pontos de hemorragia e áreas de 
lesões no epitélio gástrico de animais do grupo VEÍCULO (Figura 15, B e E). Nos cortes 
histológicos de estômagos analisados de animais tratados com AHFAc não foram 
observadas áreas de hemorragia (Figura 15, C e F).  
Considerando que um dos efeitos lesivos da administração oral de etanol absoluto é 
a redução na camada de muco, foram feitas análises histológicas com coloração por PAS 
para avaliação da secreção mucosa gástrica. Foi observada a presença de muco na região 
apical das glândulas gástricas nos grupos SHAM (Figura 16A), VEÍCULO (Figura 16B) e. 
AHFAc ( Figura 16C). A administração de AHFAc (50 mg.kg
-1
) apresentou tendência de 








     
     
Figura 15: Fotomicrografias de estômagos de ratos submetidos ao modelo de indução de úlcera por etanol absoluto. Cortes 
histológicos corados com HE. A e D apresentam fotos do grupo SHAM, onde se observa a organização morfológica da parede gástrica 
não lesionada. No controle negativo (VEÍCULO) são observadas áreas de lesão (B) e hemorragia no epitélio (D), indicadas por setas. 
Em C e F (grupo AHFAc)  nota-se melhor integridade da mucosa gástrica com áreas dealteração celular menores e mais superficiais 
(seta) e ausências de pontos de hemorragia. Barras: 30 µm em A, B, C e 20 µm em D, E, F. 
AHFAc 
A B C 
SHAM TWEEN 
D E F 
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Figura 16: Fotomicrografias de estômagos de ratos 
submetidos ao modelo de indução de úlcera por 
etanol absoluto. Cortes histológicos corados com 
PAS, marcador de glicoproteínas. (A) SHAM, (B) 
VEÍCULO, (C) AHFAc. As setas indicam área 






4.4. Análise de Mecanismos de Ação  
4.4.1. Infiltração de neutrófilos 
O aumento de atividade da enzima mieloperoxidase (MPO) indica infiltração de 
neutrófilos no tecido. A atividade da MPO na mucosa gástrica de ratos expostos à isquemia 


































Figura 17: Atividade da enzima MPO na mucosa gástrica de ratos submetidos ao modelo 
de indução de úlcera por isquemia e reperfusão. Dados expressos em média ± epm. Análise 
estatística ANOVA, seguida de teste de Dunnett.  
Houve aumento na atividade da MPO no grupo VEÍCULO, em relação ao grupo 
SHAM. Esse aumento foi abolido pelo tratamento com AHFAc, ou seja, houve menor 
infiltração de neutrófilos no estômago de ratos tratados com a fração, que apresentou 
atividade de MPO em níveis próximos ao grupo SHAM. Em análises imunohistoquímicas 
mostradas na figura 18, foi analisada a localização da MPO em estômago de ratos 




    
 
A 
C Figura 18: Fotomicrografias de estômagos de ratos 
submetidos ao modelo de indução de úlcera por 
isquemia e reperfusão. Cortes histológicos 
submetidos à imunolocalização de MPO. Áreas 
positivas para MPO são marcadas em cor marrom 
(setas), encontradas principalmente na lâmina 
própria da mucosa e na submucosa do estômago de 
ratos do grupo SHAM (A), VEÍCULO (B) e 











Observa-se que a presença de MPO é marcada principalmente na lâmina própria e 
submucosa do estômago de ratos dos três grupos experimentais (Figura 18). Também são 
encontradas algumas pequenas áreas posistivas para MPO dispersas no epitélio gástrico. No 
grupo VEÍCULO (Figura 18B), a presença de MPO na submucosa é mais evidente. 
A figura 19 traz os resultados obtidos na ausência ou presença de AHFAc sobre a 




































Figura 19: Atividade da enzima MPO na mucosa gástrica de ratos submetidos ao modelo 
de indução de úlcera por etanol absoluto. Dados expressos em média ± epm. Análise 
estatística ANOVA, seguida de teste de Dunnett.  
Após indução de úlcera por etanol absoluto, a enzima MPO apresentou maior 
atividade no grupo VEÍCULO, em comparação ao grupo SHAM, o que indica infiltração de 
neutrófilos como evento associado à formação de lesões ulcerativas.  A administração de 
AHFAc foi eficaz em evitar o aumento na atividade da MPO. A imunolocalização da 
enzima MPO em estômagos de ratos expostos a esse modelo experimental de úlcera é 
apresentada na figura 20. 
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Figura 20: Fotomicrografias de estômagos de ratos 
submetidos ao modelo de indução de úlcera por 
etanol absoluto. Cortes histológicos submetidos à 
imunolocalização de MPO. Áreas positivas para MPO 
são marcadas em cor marrom (setas), encontradas 
principalmente na lâmina própria da mucosa e na 
submucosa do estômago de ratos do grupo SHAM 
(A), VEÍCULO (B) e AHFAc (C). Barras: 20 µm. m 
= mucosa; sm = submucosa. 










Da mesma forma que ratos submetidos à isquemia e reperfusão, os animais dos 
grupos experimentais do modelo de indução de úlcera por etanol apresentam predomínio de 
reações positivas para MPO na submucosa gástrica. Foi observada maior intensidade de 
marcação de MPO em estômago de animais tratados apenas com o veículo (Grupo 
VEÍCULO – Figura 20B), o que indica possivelmente maior infiltração de neutrófilos no 
estômago, associada ao maior índice de lesões gástricas desses animais. 
4.4.2. Marcadores de estresse oxidativo 
A depleção de grupamentos sulfidrila (G-SH) é observada na úlcera gástrica 
induzida por etanol absoluto, como indício de estresse oxidativo; os níveis de G-SH 
encontrados na mucosa gástrica de ratos expostos a esse modelo experimental encontram-se 




































Figura 21: Níveis de G-SH na mucosa gástrica de ratos submetidos ao modelo de indução 
de úlcera por etanol absoluto. Dados expressos em média ± epm. Análise estatística 
ANOVA, seguida de teste de Dunnett.  
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Após exposição ao agente ulcerogênico, o grupo VEÍCULO, pré-tratado apenas 
com o veículo, apresentou redução significativa nos níveis de G-SH, em relação ao grupo 
SHAM. O pré-tratamento com AHFAc (50 mg.kg
-1
) impediu a redução de G-SH, mantendo 
níveis semelhantes ao grupo SHAM, o que indica menor estresse oxidativo no estômago 
dos animais desse grupo. 
Apoptose é um dos eventos celulares estimulados pelo estresse oxidativo. Um dos 
marcadores de apoptose nos tecidos é o aumento da fragmentação de DNA, que pode ser 
observado no modelo de indução de úlcera por etanol absoluto, conforme os resultados 
expressos na figura 22. 























Figura 22: Taxa de apoptose na mucosa gástrica de ratos expostos ao modelo de indução 
de úlcera por etanol absoluto. (A) Fragmentação de DNA na mucosa gástrica. (B) 
Representação gráfica percentual de fragmentação de DNA, considerando a taxa de 
fragmentação máxima aquela obtida na mucosa gástrica de ratos pré-tratados apenas com o 
veículo. Análise estatística Kruskal-Wallys, seguido de teste de Dunns. MD = marcador. 
(B) 






A administração de etanol produziu maior fragmentação de DNA na mucosa 
gástrica no grupo VEÍCULO (controle negativo), em comparação ao grupo SHAM. O 
grupo pré-tratado com AHFAc (50 mg.kg
-1
) apresentou menores níveis de apoptose na 
mucosa gástrica.           
4.4.3. Atividade de enzimas antioxidantes 
A atividade das enzimas antioxidantes, glutationa peroxidase (GPx), glutationa 
redutase (GR) e superóxido dismutase (SOD) na mucosa gástrica de ratos submetidos aos 
modelos de indução de úlcera por etanol absoluto e por isquemia e reperfusão é apresentada 














































































Figura 23: Atividade da enzima GPx na mucosa gástrica de ratos submetidos ao modelo de 
indução de úlcera por isquemia e reperfusão (A) ou por etanol absoluto (B). Dados 
expressos em média ± epm. Análise estatística ANOVA, seguida de teste de Dunnett.  
Após indução de úlcera gástrica por etanol absoluto, foi observado aumento na 
atividade da enzima GPx no estômago dos animais do grupo VEÍCULO. O aumento na 
atividade dessa enzima pode ser indicativo de estresse oxidativo. O grupo AHFAc 




estresse oxidativo no estômago. Já no modelo de úlcera induzida por isquemia e reperfusão, 
não foram observadas diferenças significativas entre os grupos experimentais na atividade 








































































Figura 24: Atividade da enzima GR na mucosa gástrica de ratos submetidos ao modelo de 
indução de úlcera por isquemia e reperfusão (A) ou por etanol absoluto (B). Dados 
expressos em média ± epm. Análise estatística ANOVA, seguida de teste de Dunnett.  
A atividade da glutationa redutase (GR), que tem papel importante na mucosa 
gástrica não apresentou diferença significativa entre os grupos após indução de úlcera por 




































































Figura 25: Atividade da enzima SOD na mucosa gástrica de ratos submetidos ao modelo de 
indução de úlcera por isquemia e reperfusão (A) ou por etanol absoluto (B). Dados 
expressos em média ± epm. Análise estatística ANOVA, seguida de teste de Dunnett.  
A determinação da atividade da enzima SOD na mucosa gástrica de ratos 
submetidos ao modelo de indução de úlcera por isquemia e reperfusão não mostrou 
diferenças significativas entre os grupos SHAM, VEÍCULO e AHFAc. No modelo de 
úlcera induzida por etanol absoluto, a enzima SOD teve sua atividade aumentada no grupo 
VEÍCULO, em relação ao SHAM. No grupo tratado com AHFAc, a atividade da SOD se 
manteve menor que aquela do grupo VEÍCULO (p<0,05). A enzima SOD pode ser 
considerada primeira linha de defesa frente à geração de ERO. Aumento na atividade dessa 
enzima pode ser evidência de estresse oxidativo; dessa forma, a manutenção da atividade da 
SOD em níveis normais no grupo tratado com AHFAc indica menor ação de ERO no 
estômago dos animais que receberam esse tratamento.  
Experimentos de imunolocalização da enzima SOD no estômago de animais 
expostos à isquemia e reperfusão ou à administração de etanol absoluto são apresentados 




    
 
 
Figura 26: Fotomicrografias de estômagos de ratos 
submetidos ao modelo de indução de úlcera por isquemia e 
reperfusão. Cortes histológicos submetidos à 
imunolocalização de SOD. Áreas positivas para SOD são 
marcadas em cor marrom (setas), encontradas 
principalmente na lâmina própria e glândulas da mucosa e 
na submucosa do estômago de ratos do grupo SHAM (A), 
VEÍCULO (B) e AHFAc (C). No grupo VEÍCULO também 
são observadas áreas positivas para SOD na superfície 












    
Figura 27: Fotomicrografias de estômagos de ratos 
submetidos ao modelo de indução de úlcera por etanol 
absoluto. Cortes histológicos submetidos à 
imunolocalização de SOD. Áreas positivas para SOD são 
marcadas em cor marrom (setas), encontradas 
principalmente na lâmina própria e glândulas da mucosa e 
na submucosa do estômago de ratos do grupo SHAM (A), 
VEÍCULO (B) e AHFAc (C). No grupo VEÍCULO também 
são observadas áreas positivas para SOD na superfície 











Em ambos os modelos de indução de úlcera gástrica, observou-se áreas de reação 
positiva para SOD na submucosa, lâmina própria e glândulas da mucosa gástrica de animais 
dos grupos SHAM (Figuras 26A e 27A), VEÍCULO (Figuras 26B e 27B) e AHFAc 
(Figuras 26C e 27C). No grupo VEÍCULO são observadas áreas de marcação para SOD na 
superfície apical do epitélio, nos locais de lesão, principalmente no estômago de animal 




Compostos fenólicos apresentam atividade antioxidante por agirem como agentes 
redutores, doadores de hidrogênio, “varredores” de oxigênio “singlet” ou por ação quelante 
de metais (Kumarasamy et al., 2004 apud Nazemiyeh et al., 2008). AHFAc é uma fração 
rica em compostos fenólicos (cerca de 34 % de seus constituintes). Entre as moléculas 
presentes nessa fração estão ácido gálico e derivados, quercetina, kaempferol e 
amentoflavona.  
A amentoflavona, um biflavonóide, é capaz de inibir peroxidação lipídica não-
enzimática e atuar como sequestrador de ânions superóxido (Woo et al., 2005). Também 
apresenta atividade antinflamatória, inibindo a expressão de iNOS, a partir da inibição da 
ativação de NF-κB em macrófagos, além de reduzir a expressão de COX-2 e iNOS em 
células de adenocarcinoma (Banerjee et al., 2002; Woo et al., 2005). 
O ácido gálico, constituinte de AHFAc, apresenta atividade antioxidante em 
diversas doenças. Li e colaboradores (2005) observaram que a administração de ácido 
gálico diminuiu a concentração de malondialdeído (um índice de peroxidação lipídica) e 
evitou a redução da atividade de CAT e GPx no fígado, rins e cérebro de ratos expostos à 
aceleração da senescência.  
AHFAc apresenta atividade redutora em ensaio com DPPH. Esse ensaio é baseado 
na reação de transferência de elétrons ao radical peroxil DPPH e a atividade antioxidante da 
amostra testada é definida em termos de concentração mínima para reduzir 50 % do DPPH 
– EC50 (Aruoma, 2003; Magalhães et al., 2008). De forma geral, quanto menor o valor de 
EC50, maior a capacidade antioxidante, sendo compostos com EC50 ≤ 50 µg/ml 
considerados significativos antioxidantes nesse ensaio (Omisore et al., 2005). Dessa forma, 
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AHFAc, devido aos seus constituintes,  apresentou considerável ação antioxidante (EC50 = 
28,171 µg/ml), com capacidade de sequestrar radicais. AHFAc é rica em compostos 
fenólicos e vários trabalhos tem demonstrado significativa atividade antioxidante desse 
grupo de metábolitos secundários vegetais em ensaio de redução do DPPH (Prior et al., 
2005; Beara et al., 2009; Patil et al., 2009; Olszewska & Michel, 2009; Tosun et al., 2009). 
Nesse trabalho, observaram-se danos em grande parte da porção glandular do 
estômago após isquemia e reperfusão, o que foi efetivamente reduzido com a administração 
de AHFAc. A análise histológica de estômagos submetidos a este processo revelou 
alterações celulares no epitélio e redução do muco, que se mostraram mais amenas no 
tratamento com AHFAc. A atividade gastroprotetora nesse modelo pode indicar atividade 
antioxidante ou sequestradora de ERO já que a lesão, no modelo de isquemia e reperfusão, 
é derivada da liberação de radicais livres, principalmente devido à ação da xantina oxidase 
(Itoh & Guth, 1985; Wadhwa et al., 1987; Yoshikawa et al., 1989; Andrews et al., 1992; 
Sakurai et al., 1994; Brzozowski et al., 1999; Naito et al., 1999; Derin et al., 2005; El Eter 
et al., 2007).  
A administração de AHFAc foi eficaz na gastroproteção em modelo de indução de 
úlcera por etanol absoluto. Nesse modelo, entre os danos ao estômago estão a formação de 
edema no tecido, hemorragia sub-epitelial, esfoliação celular e aumento da permeabilidade 
da mucosa (Hiraishi et al., 1999; Kountouras et al., 2001; Szabo et al., 1985). As lâminas 
histológicas evidenciaram lesão e áreas de hemorragia no epitélio provocadas pelo etanol. 
O tratamento com AHFAc minimizou esses efeitos, contribuindo para manutenção da 
integridade da mucosa gástrica.  
O epitélio do estômago é coberto por uma camada de muco, que contém 
glicoproteínas e apresenta um importante papel na proteção da mucosa gástrica (Kemper & 
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Specian, 1991, Johansson et al., 2000; Mojzis et al., 2000). Além de ser uma barreira à ação 
lesiva do ácido luminal, o muco apresenta atividade antioxidante (Garner et al., 1984; 
Repetto & Llesuy, 2002). Trabalho realizado por Hiraishi e colaboradores (1993) 
demonstrou efeito protetor de glicoproteínas constituintes do muco contra radicais livres 
liberados pela xantina oxidase em cultura de células do epitélio gástrico.  
O tratamento com etanol provoca redução no muco aderido ao epitélio do estômago 
(Lee et al., 2006), o que intensifica o processo lesivo. No modelo de indução de úlcera 
gástrica por etanol absoluto, observou-se uma tendência de aumento na camada de muco no 
estômago de ratos pré-tratados com AHFAc, o que figura entre seus mecanismos de 
gastroproteção. Estudo realizado por Luiz-Ferreira (2005) mostra significativo aumento no 
muco aderido, após administração dessa fração. Considerando que agentes nocivos 
exógenos, como o etanol, penetram a barreira de muco causando esfoliação epitelial e 
necrose, essa fração torna-se promissora por sua capacidade de aumentar a concentração de 
muco que, consequentemente, minimiza as lesões epiteliais. 
Entre as fontes biológicas de ERO está a infiltração de células inflamatórias, como 
neutrófilos e macrófagos no tecido (Koch, et al., 2004; La Casa et al., 2000). A infiltração 
de neutrófilos é relatada como um dos processos envolvidos na geração de úlcera gástrica, 
derivada de vários fatores (Bayir et al., 2006). A enzima NADPH oxidase, presente na 
membrana de neutrófilos, reduz O2 a O2
-
, que é convertido a peróxido de hidrogênio 
(H2O2). Além disso, neutrófilos liberam outras substâncias citotóxicas, como proteases e 
lactoferrinas (Derin et al., 2006). A atividade da MPO é relatada como indicador da 
infiltração de neutrófilos; aumento de MPO é observado em diversas enfermidades e 
inflamações como aterosclerose, tumores e doenças degenerativas do sistema nervoso 
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(Nauseef, 2001). A enzima MPO está presente em altas concentrações nos grânulos 
citoplasmáticos de neutrófilos e catalisa a reação de N-cloroaminas ou íons cloreto e H2O2, 
formando hipoclorito ou ácido hipocloroso, ambos com ação antimicrobiana nos 
fagossomos, além de serem agentes lesivos a tecidos e células (Segal, 2005; Hansson et al., 
2006).  
Vários trabalhos apresentam aumento na atividade da MPO associado à úlcera 
gástrica (Smith et al., 1987; Andrews et al., 1994; De la Lastra, et al., 1997; Murakami et 
al., 1997; Derin et al., 2006). Observou-se aumento na atividade de MPO, além de maior 
intensidade de reação positiva para MPO em análise imunohistoquímica, no estômago de 
ratos expostos à indução de úlcera gástrica por etanol absoluto e por isquemia e reperfusão, 
nas condições experimentais desse trabalho. Nos animais tratados com AHFAc, esse 
aumento foi evitado, o que indica menor infiltração de neutrófilos e, consequentemente, 
menor liberação de radicais livres e substâncias lesivas no tecido, o que contribui para a 
gastroproteção desse tratamento.  
A menor infiltração de neutrófilos observada no tratamento com AHFAc pode estar 
relacionada à regulação da liberação de certas citocinas e outros mediadores inflamatórios. 
Zhang e colaboradores (2008) encontraram aumento na concentração de IL-8, TNFα e IL-
1  na mucosa gástrica de ratos, após a indução de úlcera por indometacina. Esse aumento 
está atrelado a lesões na mucosa gástrica e aumento de atividade da MPO, indicando a 
participação dessas citocinas na infiltração de neutrófilos e no surgimento de danos no 
tecido. 
Diversos trabalhos evidenciaram a geração de ERO na úlcera gástrica induzida por 
etanol, com aumento da peroxidação lipídica na mucosa gástrica e diminuição na 
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quantidade de grupamentos sulfidrila (Mizui et al., 1986; Melchiorri et al., 1997; Bagchi et 
al., 1998; Kahraman et al., 2003; Arafa & Sayed-Ahmed, 2003). Diante disto, o presente 
estudo avaliou o papel destes compostos na proteção gástrica promovida pela AHFAc. A 
administração do álcool apresentou redução nos níveis de G-SH, enquanto AHFAc foi 
capaz de os conservar em níveis normais, demonstrando que as medidas de proteção dessas 
substâncias estão relacionadas à elevada capacidade antioxidante. O decréscimo na 
quantidade de G-SH pode estar ligado a sua oxidação por metabólitos tóxicos do etanol ou 
por sua ligação ao acetaldeído, sintetizado pela enzima álcool desidrogenase (Bilici et al., 
2002) ou, ainda, por uma diminuição na síntese de glutationa (GSH). 
Loguercio e colaboradores (1993) relataram que o etanol pode reduzir drasticamente 
os níveis de cisteína, um importante aminoácido para a síntese de GSH, a qual é o mais 
abundante elemento não-protéico com grupamento sulfidrila. GSH participa de vários 
processos metabólicos, atua em reações de óxido-redução, sendo importante seqüestrador 
de radicais livres (Franco et al., 2007). Assim, a redução dos níveis de GSH torna o tecido 
mais suscetível a lesões. A menor taxa de danos no estômago de ratos tratados com AHFAc, 
associada a um menor índice de estresse oxidativo, permitiu a manutenção dos níveis 
normais de G-SH nesse grupo. 
O estresse oxidativo produz aumento nos níveis de apoptose, o que é observado em 
células da mucosa gástrica após exposição ao etanol (Mizushima et al., 1999). A apoptose é 
processo ativo de morte celular, controlado através de uma complexa rede de sinalização, 
caracterizado morfologicamente por condensação da cromatina, redução dos componentes 
celulares e formação dos corpos apoptóticos. Apoptose tem como marcador bioquímico a 
fragmentação de DNA (von Herbay & Rudi, 2000). Há um balanço entre a proliferação e a 
morte celular nos tecidos, em condições fisiológicas; alterações neste equilíbrio são 
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relacionadas a diversos estados patológicos na mucosa gástrica (Tsutsumi et al., 2002). Um 
dos estímulos ao aumento de apoptose é o estresse oxidativo, com liberação de ERO 
superando as defesas antioxidantes (Bandyopadhyay et al., 2001). No modelo de indução 
de úlcera por etanol, o grupo VEÍCULO apresentou aumento na fragmentação de DNA, 
enquanto o grupo AHFAc manteve a fragmentação em níveis próximos ao grupo SHAM. 
Dessa forma, a administração de AHFAc minimizou os efeitos lesivos do etanol sobre o 
DNA, devido ao menor estresse oxidativo. 
As lesões induzidas por etanol estão diretamente relacionadas à produção de ERO e, 
além disso, a administração de etanol resulta na depleção dos níveis de glutationa e na 
diminuição da atividade antioxidante, formando assim um ambiente favorável para o 
estresse oxidativo. (Das e Vasudevan, 2007). O organismo possui sistema de defesa 
antioxidante, que abrange um complexo sistema de enzimas e moléculas capazes de 
“capturar” os radicais livres. Dentre essas enzimas, GPx converte H2O2 em H2O, a partir da 
oxidação da glutationa (GSH) a sua forma dissulfídica (GSSG), a qual pode novamente ser 
convertida a GSH pela ação da GR utilizando como co-fator NADPH (Imai & Nakagawa, 
2003; Zabłocka e Janusz, 2008).  
Após indução de úlcera por etanol absoluto, houve aumento na atividade da GPx 
(controle negativo), o que não foi observado no grupo tratado com AHFAc.  Ao contrário, 
diversos trabalhos reportam diminuição na atividade da enzima GPx após exposição de 
tecidos ao etanol (Puntarulo et al, 1999; Molina et al., 2003; Luczaj & Skrzydlewska, 
2004). Esta enzima pode ser inativada através de modificações nos resíduos de 
selenocisteína em seu sítio ativo, por 4-hidroxinonenal (HNE), um produto da peroxidação 
lipídica (Miyamoto et al., 2003; Luczaj & Skrzydlewska, 2004). Além disso, a atividade da 
GPx pode ser reduzida devido à depleção da glutationa pelo etanol (Loguercio et al, 1993; 
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Bilici et al., 2002). Repetto e colaboradores (2003) analisaram a atividade da GPx em 
modelo de úlcera induzida por etanol e não observaram diferenças entre os grupos 
experimentais. Em outros tipos de lesão, como colite ulcerativa, é relatado aumento na 
atividade da GPx em modelos experimentais, provavelmente como efeito do acúmulo de 
peróxidos (Nieto et al., 2000; Tham et al., 2002). 
Na determinação da atividade da GR não foram observadas diferenças entre os 
grupos, diferente do observado por alguns autores, cujos trabalhos demonstram diminuição 
na atividade da GR em lesão ulcerativa causada por etanol (Moghadasian & Godin, 1996; 
Bilici et al., 2002). O ciclo “redox” da glutationa desempenha importante papel para 
garantir a integridade da mucosa em exposição ao etanol. Hiraishi e colaboradores (1999) 
demonstraram que a diminuição na síntese de GSH e inibição da GR implicaram em maior 
suscetibilidade à lesão das células epiteliais do estômago, in vitro. 
Diversos trabalhos mostram redução da atividade das enzimas SOD e GPx na 
mucosa gástrica lesada pela oclusão da artéria celíaca, seguida de reoxigenação do 
estômago (Kwiecien et al., 2002; El-Abhar et al., 2003; Derin et al., 2004). Entretanto, 
neste trabalho não foram observadas alterações na atividade destas enzimas e nem na 
atividade da GR. 
A enzima SOD apresentou aumento de atividade no estômago, após indução de 
úlcera por etanol, nas condições experimentais deste trabalho. Repetto et al. (2003) 
atribuem o aumento na atividade  da SOD ao estresse oxidativo e maior liberação de O2
•-
. 
Assim, menor atividade da SOD no grupo não-ulcerado (SHAM) e no tratado com AHFAc 
pode indicar menor exposição do tecido à geração de ERO. SOD forma um grupo de 
enzimas conjugadas com metal, de papel antioxidante vital na saúde humana conferida pela 
ação seqüestradora do ânion superóxido (Johnson e Giulivi, 2005). Além dessa ação 
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seqüestradora, esta enzima também é componente essencial de vias de sinalização que 
regulam a fisiologia celular (Oberley, 2005). Existem três formas conhecidas de SOD em 
células de mamíferos, a SOD contendo cobre e zinco (CuZnSOD), encontrada 
principalmente no citoplasma e núcleo, a SOD contendo manganês (MnSOD), encontrada 
nas mitocôndrias e a SOD extracelular (ECSOD), encontrada primariamente nos 
compartimentos extracelulares (Oberley, 2005). A observação de áreas de reação 
imunohistoquímica positiva para SOD na região de alteração celular do epitélio gástrico 
indica participação dessa enzima em resposta à lesão ulcerativa. Ganguly e Swarnakar 
(2009) observaram aumento na expressão de mRNA da enzima SOD associado ao aumento 
de estresse oxidativo e liberação de mediadores inflamatórios em modelo de indução de 
úlcera gástrica por indometacina (DAINE). Konturek et al. (2008) também observaram 
aumento da expressão de mRNA de SOD na mucosa gástrica ulcerada, nesse caso, em 
úlcera crônica induzida por ácido acético.  Assim, maior atividade e expressão da enzima 
SOD na mucosa gástrica podem indicar maior exposição do tecido à geração de ERO e a 
menor atividade da SOD no grupo pré-tratado com AHFAc (50 mg.kg
-1
), em comparação 
ao controle negativo, evidencia menores danos à mucosa gástrica dos animais desse grupo, 
com menor exposição a estresse oxidativo. 
Entre seus constituintes, AHFAc apresenta amentoflavona, ácido gálico, quercetina 
e kaempferol.  Estes compostos fenólicos apresentam grande potencial de captura de ânion 
superóxido e de inibição de enzimas envolvidas na liberação de radicais livres, além de 
poderem atuar como quelantes de certos metais (Robak & Gryglewski, 1988; Cholbi et al., 
1991; Harbone & Williams, 2000; Pietta, 2000; Iwai et al., 2001; Luczaj & Skrzydlewska, 
2004). Dessa forma, a atividade gastroprotetora da fração, nos modelos de indução de 
úlcera gástrica avaliados deve envolver atividade antioxidante de seus compostos, já que 
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são evidenciados menores índices de estresse oxidativo após tratamento com AHFAc, 
através da manutenção dos níveis de G-SH, taxa de fragmentação de DNA e atividade de 
GPx e SOD semelhantes ao controle não ulcerado, além de outros mecanismos de ação, 




A fração acetato de etila das folhas de A. humile (AHFAc) apresentou atividade 
antioxidante in vitro e in vivo. AHFAc apresentou atividade gastroprotetora em modelo de 
indução de úlcera por isquemia e reperfusão e por etanol absoluto, com manutenção de 
níveis normais de G-SH, fragmentação de DNA e atividade das enzimas GPx e SOD, além 
da inibição da infiltração de neutrófilos. A ação gastroprotetora de AHFAc envolveu 




















Extratos e frações das folhas de Anacardium humile apresentam significativa 
atividade antiulcerogênica. Dessa forma, a elucidação de mecanismos de ação, aliada à 
determinação da composição química das frações, pode abrir espaço para o 
desenvolvimento de um novo produto para o tratamento de úlceras. Assim, entre as 
possíveis abordagens de estudo para melhor compreensão dos mecanismos de ação da 
fração AHFAc estão:  
  Analisar a razão de glutationa reduzida e glutiationa oxidada na mucosa 
gástrica, a atividade da xantina oxidase, uma importante fonte de geração de 
ERO nos dois modelos de indução de úlcera investigados nesse trabalho, 
além da dosagem de mediadores inflamatórios associados ao estresse 
oxidativo.  
  Avaliar a atividade antioxidante com o uso de ensaios in vitro que englobam 
outros mecanismos de reação (transferência de prótons, por exemplo). 
 Isolar os constituintes majoritários da fração para identificação química, 
através do uso de diferentes técnicas, como espectrometria de massas 
seqüencial e espectroscopia de ressonância magnética nuclear.  
 Avaliar a atividade biológica dos contituintes isolados. 
Considerando que a atividade antiulcerogênica de AHFAc envolve atividade 
antioxidante e redução da infiltração de neutrófilos, essa fração pode ser avaliada para 
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